JELLE 




T>^T Oj^^ISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTEjtffcxil 

X \^ X ^^^m Bureau international 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCD 



(51) Classification Internationale des brevets 5 : 

A61K 9/00, 9/16, 9/20 
A61K 9/51 



Al 



(ll)Numero de publication international : WO 91/15193 

(43) Date de publication international : 17 octobre 1991 (17.10.91) 



(21) Numfero de la demande Internationale: PCT/FR9 1/00274 

(22) Date de dfepot international: 4 avril 1991 (04.04.91) 



(30) Donnees relatives a la priori te: 

90/04471 6 avril 1990 (06.04.90) 



FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats design&s saufUS); RHONE- 

POULENC RORER S.A. [FR/FR]; 20, avenue Ray- 
mond-Aron, F-92160 Antony (FR). 

(72) Inventeurs;et 

(75) Inventeurs/Deposants (US seulement) : SPENLEH AUER, 
Gilles [FR/FR]; 4, avenue Cousin-de-Mericourt, F- 
94230 Cachan (FR). VEILLARD, Michel [FR/FR]; 12, 
rue du Docteur-Roux, F-92330 Sceaux (FR). VERRE- 
CHIA, Thierry [FR/FR]; 59, avenue Laplace, F-94110 
Arcueil (FR). 



(74)Mandataire: LE PENNEC, Magali; Rhone-Poulenc Rorer 
S.A. - Direction Brevets, 20, avenue Raymond-Aron, F- 
92165 Antony Cedex (FR). 

(81) Etats designes: AT (brevet europeen), BE (brevet euro- 
peen), CA, CH (brevet europeen), DE (brevet europeen), 
DK (brevet europeen), ES (brevet europeen), FR (brevet 
europeen), GB (brevet europeen), GR (brevet europeen), 
IT (brevet europeen), JP, LU (brevet europeen), NL (bre- 
vet europeen), SE (brevet europeen), US. 



Publico 

Avec rapport de recherche Internationale. 

Avant V expiration du delaiprevu pour la modification des 

revendications f sera republiee si de telles modifications sont 

regies. 



(54) Title: MICROSPHERES, A PREPARATION METHOD THEREFOR AND USES THEREOF 
(54)Titre: MICROSPHERES, LEUR PROCEDE DE PREPARATION ET LEUR UTILISATION 
(57) Abstract 

Novel biodegradable and biocompatible microspheres comprising one or more active principles, a biodegradable and bioc- 
ompatible polymer and a biodegradable and biocompatible surface active substance. The method involves preparing a solution of 
the polymer and the active principle in a water-unmiscible solvant which is then mixed with the aqueous surface active solution 
after which the solvant is removed by evaporation. 

(57)Abrige 

La presente invention concerne de nouvelles microspheres biodegradables et biocompatibles constitutes d'un ou plusieurs 
principes actifs et d'un polymere biodegradable et biocompatible et d'une substance tensioactive, elle aussi biodegradable et bio- 
compatible. Le precede consiste a preparer une solution du polymere et du principe actif dans un solvant non miscible a l'eau que 
I'on melange ensuite d la solution aqueuse de tensioactif suivi d'une evaporation du solvant. 



• 



UNIQUEMENTA TITHE D'INFORMATION 

Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures 
publiant des demandes Internationales en vertu du PCT. 



AT 


Au trie be 


ES 


Espagnc 


MG 


Madagascar 


AU 


Australic 


FI 


Finlande 


ML 


Mali 


BB 


Barbade 


FR 


France 


MN 


Mongol ie 


BE 


Belgique 


CA 


Gabon 


MR 


Mauritanie 


BP 


Burkina Faso 


CB 


Royaume-Uni 


MW 


Malawi 


BG 


Bulgarie 


GN 


Guinee 


NL 


Pays-Bas 


BJ 


Benin 


CR 


Orece 


NO 


Norvege 


BR 


Bresil 


HU 


Hongric 


PL 


Polognc 


CA 


Canada 


IT 


Italic 


RO 


Roumanic 


CF 


Republiquc Centraficaine 


JP 


Japon 


SD 


Soudan 


CC 


Congo 


KP 


Republiquc populairc democratiquc 


SE 


Suede 


CH 


Suisse 




dc Corcc 


SN 


Senegal 


CI 


Cote dM voire 


KR 


Republiquc dc Ooree 


su 


Union sovieTique 


CM 


Cameroun 


LI 


Liechtenstein 


TD 


Tchad 


CS 


Tchecoslovaquic 


LK 


Sri Lanka 


TC 


Togo 


DE 


Alfcmaguc 


LU 


Luxembourg 


US 


- Eta Is- Unix d'Amerique 


DK 


Danemark 


MC 


Monaco 







WO 91/15193 



1 



PCT/FR91/00274 



MICROSPHERES, LEUR PROCEDE DE PREPARATION 
ET LEUR UTILISATION 

La presente invention concerne de nouvelles formes pharma- 
ceutiques. Elle concerne plus particulierement des microspheres de 
5 principes actifs ayant un diametre particulierement faible de 
l'ordre d'environ un micron. Elle vise egalement un proced6 de 
preparation desdites microspheres et leur utilisation. 

II est particulierement important dans le domaine pharma- 
ceutique de pouvoir disposer de formes pharmaceutiques se presentant 
10 sous des dimensions extremement reduites et ayant en plus une 
homog£n6it6 de repartition remarquable. Ces exigences sont surtout 
importantes pour les formes pharmaceutiques destinees a une adminis- 
tration parenterale. 

Certains principes actifs requierent aussi un enrobage 
15 pour leur administration. Ainsi se pose un double probleme obtenir 
des formes pharmaceutiques presentant un diametre aussi faible que 
possible, le principe actif etant enrobe par un polymere, 1' ensemble 
devant pouvoir etre administre a l'homme ou 6 l'animal. Ce polymere 
doit aussi posseder des proprietes de biocompatibilite et de biode- 

20 gradabilite remarquables . 

Ce probleme general est connu de I'industrie pharmaceu- 
tique depuis longtemps . Diverses descriptions de microparticules ont 
deja et6 proposees comme par exemple dans le brevet US 4 330 338. Ce 
brevet qui ne repond pas au probleme prealablement evoque decrit un 

25 procede de preparation de microspheres de polymere et leur addition 
subs6quente e des principes actifs pharmaceutiques, lors de la 
preparation par exemple de comprimes . 

Selon ce brevet, on prepare des microspheres de polymere, 
en realisant une solution du polymere non hydrosoluble dans un 

30 solvant plus volatil que I'eau, puis on emulsionne cette solution 
dans une phase aqueuse eventuellement en presence d'un agent 
emulsifiant et enfin on evapore le solvant. Les microspheres 
obtenues presentent un diametre reparti entre 0,1 et 20 microns. 
Elles sont utilisees pour enrober des principes actifs 

35 pharmaceutiques. II est precise dans ce brevet que pour obtenir le 



wu9i/ibiy3 



PCT/FR91/00274 




2 



• 



taux desire d'enrobant, lorsque le polymere est insoluble dans 
l'eau, il est necessaire d'ajouter & l'emulsion un agent tel que 
qu'un polymere hydrosoluble comme par exemple la methyl cellulose ou 
la polyvinylpyrrolidone. Ces agents favorisant l'enrobage sont 
5 choisis parmi les composes solubles dans l'eau et acceptables pour 
1' ingestion. Malheureusement la plupart d'entre eux ne sont pas 
acceptables pour une administration par voie parenterale. Ce brevet 
ne decrit jamais I'enrobage d'un principe actif pharmaceutique sous 
la forme de microspheres et ne resoud done pas le probleme 

10 prealablement evoque. 

II est egalement decrit dans le brevet EP 269 921 des 
microspheres de principes actif s enrobees d 1 un copolymere a base 
d'acide polylactique . Ces microspheres ont un diametre moyen compris 
entre 0,1 et 10 microns. Elles sont obtenues par dissolution du 

15 polymere et du principe actif a enrober dans un solvant non miscible 
a l'eau, suivie d'une emulsion de la solution precedente dans une 
solution aqueuse contenant un emulsifiant. Cet emulsifiant est 
choisi parmi l'alcool polyvinylique , la polyvinylpyrrolidone, la 
carboxymtthylcellulose. Le seul emulsifiant exemplifie est l'alcool 

20 polyvinylique. II est impossible pour 1 1 administration a l'homme par 
voie injectable de maintenir des traces d'un tel compose. 

La presehte invention a permis d'obtenir des microspheres 
de principe actif enrobees par un polymere biodegradable et 
biocompatible et par une substance tensioactive elle aussi 

25 biodegradable et biocompatible. 

Elle concerne les microspheres en tant que nouvelles 
compositions, leur procede de preparation ainsi que leur 
utilisation. 



30 principe actif pharmaceutique de base, d'un polymere biodegradable 
et d'une substance tensioactive. Le principe actif pharmaceutique 
est notamment choisi parmi : 



Les microspheres selon 1' invention sont constitutes d'un 



les agents antiinf lammatoires ( ketoprof ene t ibuprof ene : 



salicyles ) , 
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les agents antibacttriens (penicillines , 

cephalosporins , les macrolides, les synergistines , les tetra- 
cyclines, les quinolones), 

- les agents anticanctreux , 

5 - les agents ayant une action sur le coeur ( antiangoreux 

nitreux antiarythmiques , antihypertenseurs , betabloquants , 
veinotoniques , vasodilatateurs ) , 

- les agents de diagnostic. 

Ces microspheres sont aussi constitutes d'un polymtre 
10 biodegradable et biocompatible choisi parmi : 

- les homopolymeres de l'acide lactique ou de l'acide 
glycolique ou les copolymeres desdits acides , 

- les polymeres de l'acide polyhydroxybutyrique , 

- les polylactones des acides gras contenant plus de douze 
15 atomes de carbone ( polycaprolactones , polyvalerolactones ) , 

- les polyorthoesters tels que decrit par HELLER, J.Polym. 

Sci. , 18, 619 , 1980 

- les polyhydroxyesters d'acide gras ayant plus de douze 

atomes de carbone (polyhydroxyvalerate) , 
20 - les polyanhydrides . 

On prefere parmi 1' ensemble de ces composts utiliser les 
copolymeres de l'acide lactique et de l'acide glycolique prtsentant 
un poids moltculaire compris entre 1000 et 200 000. 

Ces microspheres sont aussi constitutes d'un agent 
25 tensioactif biocompatible proteinique choisi parmi : 

- la serumalbumine , 

- la fetuine, 

- 1 1 orosomucoide , 

- les glycoproteines , 
30 - les immunoglobulines , 

- la gelatine, 

- le collagtne, 

ou d'un phospholipide , d'un lipopolysacaccharide ou de sels 
biliaires tels que le cholate de sodium. 
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Ces microspheres presentent un diametre particulaire 
compris entre 0,01 et 10 microns et de preference entre 0,05 et. 
1 micron. Le principe actif peut indif f eremment etre situe dans le 
coeur de la microsphere melange avec le polymere biocompatible ou 
5 etre situe a I'exterieur du coeur emprisonne dans- le tensioactif. La 
situation du principe actif depend fortement de son affinite pour le 
polymere ou pour le tensioactif. 

Le procede de preparation de ces microspheres consiste a 
mettre en solution le principe actif et le polymere dans un solvant 
10 organique, non miscible a l'eau, plus volatil que l'eau tel que par 
exemple les solvants halogenes et tout particulierement le 
dichloromethane , le chloroforme, le toluene, les alcools 
aliphatiques (ethanol, isopropanol ) , ou leurs melanges. 

On prepare a c6te une solution aqueuse du tensioactif que 
15 l'on melange a grande vitesse avec la solution precedente au moyen 
d'un homogeneisateur a haute pression (1 a 11 bar). Cette technique 
permet d'eviter la presence de metaux lourds dans l 1 emulsion aqueuse 
de microspheres. La teneur en metaux lourds est avantageusement 
inferieure a 10 ppm. 
20 On obtient alors une emulsion aqueuse contenant les 

microspheres qui subit ensuite une evaporation de fagon a eliminer 
le solvant. Les microspheres obtenues en solution aqueuse peuvent 
etre utilisees telles quelles ou peuvent subir une etape ulterieure 
de lyophilisation. Dans ce dernier cas on ajoute avantageusement ur. 
25 agent de lyophilisation tel que par exemple le mannitol ou le 
threalose , 

Selon une meilleure maniere de mettre en oeuvre 
1' invention on utilise de preference une quantite de polymere telle 
qu'elle repr6sente une concentration ponderale par rapport au 
30 solvant comprise entre 0,01 et 20 % et encore plus 
preferentiellement comprise entre 1 et 10 L On prefere aussi mettre 
en oeuvre au maximum 25 % de principe actif dans le milieu. 
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L'emulsion est realisee en mettant en oeuvre de 
pr6f6rence : 

- 1 a 50 % en poids de solvant contenant le polymere et le 

principe actif, 
5 - 98,9 & 30 % en poids d'eau, 

- 0,1 a 20 % en poids d'agent tensioactif . 
Encore plus pr6f6rentiellement on met en oeuvre : 

- 1 a 30 % en poids de solvant contenant le polymere et le 

principe actif, 
10 - 98,9 a 50 % en poids d'eau, 

- 0,1 a 20 % en poids d'agent tensioactif. 

La solution aqueuse obtenue apres Evaporation du solvant 
contenant les microspheres est constitute de : 

- 0,05 a 20 % en poids de principe actif, 
15 - 0,1 a 40 % en poids de polymere, 

- 0,2 a 20 % en poids d'agent tensioactif, 

- 99,65 a 20 % en poids d'eau. 

Elle est encore plus pr6f erent iellement constituee. de : 

- 0,05 a 12 % en poids de principe actif, 
20 - 0,1 a 25 % en poids de polymere, 

- 0,1 a 20 % en poids d'agent tensioactif, 

- 99,65 a 57 % en poids d'eau. 

Cette solution est directement utilisable pour une 
utilisation parentdrale. 

25 La solution aqueuse obtenue peut aussi avantageusement 

subir une 6tape ulterieure de lyophilisation aprts addition 
d' environ 10 % en poids de mannitol par rapport au poids d'eau 
contenu dans la solution devant subir la lyophilisation. 



L'invention sera plus compl^tement decrite a l'aide des 
30 exemples suivants qui ne doivent pas etre consideres comme 
limitatifs de l'invention. 
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EXEMPLE 1 

Une suspension a 1 % (P/P) de nanopart icules d'un 
copolymere des acides D,L lactique (37,5 % L et 37,5 % D) et 
glycolique (25%) (PLA37.5 GA25 ) et de spiramycine est preparee en 
5 dlssolvant 0,5 g de ce polym6re et 0,5 g de spiramycine dans 10 g de 
dichlorom^thane. Cette solution est ensuite dispersee dans 50 g 
d'une solution aqueuse de cholate de sodium a 1 % (P/P). Une 
emulsion grossiere est obtenue. Elle est recyclee pendant 3 minutes 
a 1'aide. d'un homog6n6isateur haute pression type MICROFLUIDIX I . 
10 L' Emulsion est alors debarrass6e du dichlorom^thane a 1'aide d'un 
6vaporateur rotatif a une pression de 50,5 cm de mercure a 20°C. Le 
pseudo-latex obtenu est constitue de nanoparticules d'un diametre 
moyen de 60 +/-15 nm, et contient 12,6 % (P/P) de spiramycine. 

EXEMPLE 2 

15 une suspension a 7 % (P/P) de nanoparticules de PLA37.5 

GA25 est pr6par6e en dissolvant 3,5 g du melange de I'exemple 1 dans 
45 g de dichlorom6thane et en suivant le protocole decrit dans 
I'exemple 1. Les particules ont un diametre moyen de 270 +/- 50 nm. 

EXEMPLE 3 

20 Une suspension a 15 % (P/P) de nanoparticules de 

poly- ( L) lactique est obtenue en dissolvant 7,5 g du melange de 
I'exemple 1 dans du dichlorom6thane et suivant le protocole decrit 
dans 1 ' exemple" 1 . 

EXEMPLE 4 

25 une suspension a 1 % {P/P) de nanoparticules d'acide 

polyhydroxybutyrique et de phenoxymethylp6nicilline est obtenue 
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suivant le protocole decrit dans l'exemple 1 en remplagant le 
cholate de sodium par de la serum albumine, et la spiramycine par 
0,21 g de penicilline V acide ( phenoxymethylpenicilline ) . Les nano- 
particules contiennent 7,2 % (P/P) d ' antibiotique . 

5 EXEMPLE 5 

Une suspension a 1 515 (P/P) de nanoparticules de spiramy- 
cine et de polyanhydride est obtenue en suivant le protocole decrit 
dans l'exemple 1 en remplagant le cholate de sodium par un melange 
gelatine/Pluronic F68 (50/50 P/P). 

10 EXEMPLE 6 

Une suspension a 1 % (P/P) de nanoparticules de spiramy- 
cine et de PLA37.5 GA25 est obtenue en suivant le protocole decrit 
dans l'exemple 1 en remplagant le cholate de sodium par de la 
lecithine purifiee. Une observation en microscopie electronique a 
15 transmission revele la presence de feuillets de phospholipides 
entourant les nanoparticules de polymere. 

EXEMPLE 7 

Une suspension a 1 % (P/P) de nanoparticules de spiramy- 
cine et de poly-€-caprolactone est obtenue en suivant le protocole 
20 decrit- dans l'exemple 1 en remplagant le cholate de sodium par du 
collagene . 

EXEMPLE 8 

Une suspension a 1 % (P/P) de nanoparticules de spiramy- 
cine et de PLA37.5 GA25 est obtenue en suivant le protocole decrit 
25 dans l'exemple 1 en remplagant le cholate de sodium par de la 
fetuine. 
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EXEMPLE 9 

Une suspension a 1 % (P/P) de nanoparticules de spiramy- 
cine et d'un copolym6re des acides hydroxybutyrique et valerique est 
obtenue en suivant le protocole decrit dans l'exemple 1 en rempla- 
5 $ant le cholate de sodium par de 1 'orosomucoide. 



EXEMPLE 10 



Une suspension a 1 % (P/P) de nanoparticules de spiramy- 
cine et de PLA37.5 GA25 contenant de l'huile de coton (Mygliol 812) 
est obtenue suivant le protocole decrit dans 1* example 1 er. 
10 additionnant 0,1 g d'huile dans la solution de polym^re dans le 
dichloromethane . 

EXEMPLE 11 



Une suspension a 1 % (P/P) de nanoparticules de spiramy- 
cine et de PLA37.5 GA25 est obtenue en suivant le protocole decrit 
15 dans l'exemple 1 en remplagant le cholate de sodium par une immuno- 
globuline . 

EXEMPLE 12 

Une suspension a 1 % (P/P) de nanoparticules de spiramy- 
cine et de PLA37.5 GA25 est obtenue en suivant le protocole decrit 
20 dans l'exemple 1 en remplagant le cholate de sodium par un lipo- 
polysaccharide de paroi bacterienne. 



EXEMPLE 13 



Une suspension a 0,1 % (P/P) de nanoparticules de spira- 
mycine et de PLA37.5 GA25 est obtenue en suivant le protocole decrit 
dans l'exemple 1 en rempla^ant le cholate de sodium par un melange 
de lecithine/ ganglioside Ml (5/1, mol/mol). 
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EXEMPLE 14 

Une suspension a 0,1 % (P/P) de nanoparticules de spira- 
mycine et de PLA37.5 GA25 est obtenue en suivant le protocole decrit 
dans l'exemple 1 en rempla^ant le cholate de sodium par une lipo- 
5 protelne haute density. 

EXEMPLE 15 

Une suspension a 1 % (P/P) de nanoparticules de spiramy- 
cine et de Poly-(L) lactique est obtenue en suivant le protocole de 
l'exemple 1 mais en utilisant une solution aqueuse de cholate de 
10 sodium a 0,05 %, les nanoparticules ont un diametre moyen de 280 +/- 
60 nm. 

EXEMPLE 16 

Une suspension a 1 X (P/P) de nanoparticules de spiramy- 
cine et de Poly-(D.L) lactique est obtenue en suivant le protocole 
15 de l'exemple 1 mais en utilisant une solution aqueuse de serum 
albumine a 0,05 %, les nanoparticules ont un diametre moyen de 
320 +/- 60 nm. 

EXEMPLE 17 

Une suspension a 1 % (P/P) de nanoparticules de spiramy- 
20 cine et de Poly-(D,L) lactique est obtenue en suivant le protocole 
de l'exemple 1 mais en utilisant une solution aqueuse de s6rum 
albumine a 3 %, les nanoparticules ont un diametre moyen de 
80 +/- 20 nm. 
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REVENDI CATIONS 



1 - Microspheres biocompatibles constitutes d'un ou 
plusieurs principes actifs, d'un polymere . biodegradable et 
biocompatible et d'une substance tensioactive elle aussi 

5 biodegradable et biocompatible. 

2 - Microspheres biocompatibles selon la revendication 1 
caracterisees en ce qu'elles presentent un diametre particulaire 
compris entre 0,01 et 10 microns et de pr6f6rence entre 0,05 et 
1 micron. 



10 3 - Microspheres selon la revendication 1 caracterisees en 

ce que le polymere biodegradable et biocompatible est choisi parmi : 
les homopolymeres de l'acide lactique ou de l'acide 
glycolique ou les copolymeres desdits acides, 

- les polymeres de l'acide polyhydroxybutyrique , 

15 - les polylactones des acides gras contenant plus de douze 

atomes de carbone (polycaprolactones , polyvaltrolactones ) , 

- les polyorthoesters (HELLER) , 

- les polyhydroxyesters d'acide gras ayant plus de douze 
atomes de carbone (polyhydroxyvalerate) , 

20 - les polyanhydrides . 

4 - Microspheres selon la revendication 1 caracterisees en 
ce que 1' agent tensioactif biocompatible est choisi parmi les 
composes proteiniques suivants : 

- la serumalbumine, 
25 - la fetuine, 

- 1 'orosomucoide , 

- les glycoproteines , 

- les immunoglobu lines , 

- la gelatine, 
30 - le collagene, 

ou les phospholipides et les lipopolysaccharides . 
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5 - Procede de preparation des microspheres selon l'une 
quelconque des revendications pr6c6dentes caracterise en ce qu'on 
prepare une solution du polymere et du principe actif dans un 
solvant non miscible a l'eau, plus volatil que l'eau que l'on 

5 melange avec une solution aqueuse du tensioactif, suivi d'une 
Evaporation du solvant. 

6 - ProcEde de preparation selon la revendication 5 
caractErisE en ce que le solvant est choisi parmi les solvants 
aliphatiques halogEnEs, les alcools et les solvants aromatiques. 

2Q 7 . ProcEde selon la revendication 5 caracterise en ce que 

le melange est effectuE au moyen d'un homogeneisateur a haute 
pression. 

8 - procEdE selon la revendication 5 caracterise en ce 
qu'on utilise une concentration ponderale en polymere par rapport au 

15 solvant comprise entre 0,01 et 20 % en poids , et de prEfErence entre 
1 et 10 56. 

9 - ProcEdE selon la revendication 5 caracterise en ce que 

1* Emulsion est composee de : 

- 1 a 50 % en poids de solvant contenant le polymere et le 

20 principe actif, 

- 98,9 a 30 % en poids d'eau, 

- 0,1 & 20 % d'agent tensioactif. 

10 - ProcEdE selon la revendication 9 caracterise en ce 

que 1' emulsion est composEe de : 
25 - l & 30 % en poids de solvant contenant le polymEre et le 

principe actif, 

- 98,9 a 60 % en poids d'eau, 

- 0,1 a 20 % en poids d'agent tensioactif. 
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11 - Compositions injectables contenant un ou plusieurs 
principes actifs sous forme de microspheres caracttrisees en ce 
qu'elles sont constitutes de : 

- 0,05 a 20 % en poids de principe actif, 
5 - 0,1 a 40 % en poids de polymtre, 

- 0,2 a 20 % en poids d J agent tensioactif, 

- 99,65 & 20 % en poids d'eau. 



12 - Compositions injectables selon la revendication 11 
caract6risees en ce qu'elles contiennent : 
10 - 0,05 a 12 % en poids de principe actif, 

- 0,1 a 25 % en poids de polymere, 

- 0,1 a 20 % en poids d'agent tensioactif, 

- 99,65 a 57 % en poids d'eau. 
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